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 1 JOHDANTO 
 
Ateroskleroosin eli valtimonahtaumataudin komplikaatiot ovat yleisin kuolinsyy 
länsimaissa. Ateroskleroosi on tulehduksellinen kertymätauti, jonka varhaismuutos on 
kolesterolintäyteisten makrofagien eli vaahtosolujen ilmaantuminen valtimon 
seinämään. Kolesterolia kertyy valtimon sisäkerrokseen, koska ”low-density”-
lipoproteiinit (LDL) tuovat paikalle enemmän kolesterolia kuin sitä poistuu kolesterolin 
vastaanottajiin, joista tärkein on ”high-density”-lipoproteiini (HDL). HDL kuljettaa 
kolesterolia perifeerisistä kudoksista maksaan ja edelleen pois elimistöstä. Mekanismia 
kuvataan termillä "kolesterolin käänteinen kuljetus" ja sen tehostaminen on mahdollinen 
keino ateroskleroosin ennaltaehkäisyyn ja jopa parantamiseen. Aktivoituneista 
syöttösoluista vapautuvien proteaasien on todettu in vitro eli elimistön ulkopuolella 
vähentävän HDL-hiukkasten kykyä toimia kolesterolin vastaanottajina käänteisen 
kolesterolin kuljetuksen alkutapahtumassa eli kolesterolin virtauksessa ulos 
vaahtosoluista. Tässä tutkimuksessa selvitettiin hiiressä in vivo tapahtuvan 
syöttösoluaktivaation ja sen seurauksena erittyvien proteaasien vaikutusta hiiren 
plasman kykyyn edistää kolesterolin ulosvirtausta vaahtosoluista in vitro. Syöttösolujen 
proteaasien aktiivisuuteen vaikuttavat muun muassa niiden luonnolliset veriplasmassa ja 
kudosnesteissä olevat inhibiittorit. Syöttösoluaktivaation merkitystä käänteiseen 
kolesterolin kuljetukseen tutkittiin hiiressä, koska se on nykyään ateroskleroosin 
tutkimuksessa käytetyin koe-eläin ja hiirimallin kehittäminen olisi taudin tutkimukselle 
hyödyllistä. Kirjallisuuskatsaus käsittelee syöttösolujen merkitystä ateroskleroosissa 
sekä vertailee tutkimusmallina käytetyn hiiren ja ihmisen syöttösolujen ominaisuuksia. 
Kirjallisuuskatsauksen alussa käsitellään lyhyesti kolesteroliaineenvaihduntaa 
yleisemmin taustana käänteisen kolesterolin kuljetuksen merkitykselle elimistön 
kolesterolitasapainon säilyttämisessä. 
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 2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Kolesteroliaineenvaihdunta 
 
Elimistö tarvitsee kolesterolia steroidihormonien, D-vitamiinin ja sappihappojen 
valmistukseen sekä kalvorakenteisiin. Kolesterolia imeytyy ravinnosta ohutsuolessa 
sekä valmistuu maksassa ja muissa kudoksissa. Länsimaista ruokavaliota noudattavalla 
ihmisellä on päivittäin imeytyvän kolesterolin määrä suuruusluokkaa yksi gramma ja 
syntetisoituvan kolesterolin määrä vastaavasti 400 milligrammaa (Ikonen 2006). 
Kumpikin mekanismeista on säätelyn alainen kolesterolitasapainon säilyttämiseksi, 
joten kolesterolin imeytymisen lisääntyessä sen synteesi vähenee ja päinvastoin. 
Kolesterolitasapainoon vaikuttavat fysiologiset tekijät, kuten yö-päivärytmi, kehon 
paino ja geeniperimä. Lisäksi lääkeaineilla on mahdollista saavuttaa toisessa 
mekanismissa toisen kompensaatiota suurempi muutos kolesterolin tuotossa elimistöön 
ja vaikuttaa siten kolesterolitasapainoon (Santosa ym. 2007). Ihmiselimistö ei hajota 
kolesterolimolekyylin rengasmaista hiilirunkoa, joten suolistosta imeytynyt tai 
elimistössä muodostunut kolesteroli voidaan poistaa elimistöstä vain maksan kautta 
(Kruit ym. 2005). Poistuakseen ekstrahepaattisista kudoksista kolesterolin on siis 
kulkeuduttava verenkierrossa maksaan, josta kolesterolia eritetään sappeen, ja suoliston 
lopussa takaisin imeytymätön kolesteroli poistuu elimistöstä ulosteiden mukana. 
Kudosten välillä kolesterolin kuljetus tapahtuu lipoproteiineissa (Ikonen 2006). 
 
2.1.1 Lipoproteiinit 
 
Lipoproteiinit kuljettavat plasmassa veteen liukenemattomia rasva-aineita eli lipidejä, 
kuten kolesterolia. Lipoproteiinien hydrofobinen ydin koostuu triglyserideistä ja 
kolesteroliestereistä. Niitä ympäröi amfipaattinen fosfolipidikerros, jossa on myös 
vapaata kolesterolia ja apolipoproteiineja. Apolipoproteiinit stabiloivat lipoproteiinien 
rakennetta ja säätelevät niiden metaboliaa. Osa apolipoproteiineista toimii lipidejä 
muokkaavien entsyymien kofaktoreina. Rakenteeltaan, toiminnaltaan ja metabolialtaan 
toisistaan poikkeavat lipoproteiinit jaotellaan tiheytensä perusteella ryhmiin, joita ovat 
kylomikronit, ”very low-density”-lipoproteiinit (VLDL), ”intermediate-density”-
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 lipoproteiinit (IDL), ”low-density”-lipoproteiinit (LDL) sekä ”high-density”-
lipoproteiinit (HDL) (Kwiterovich 2000). Merkittävimmät lipoproteiinien tuottajat ovat 
enterosyytti eli ohutsuolen epiteelin solu, hepatosyytti eli maksasolu sekä 
keskushermostossa astrosyytti eli tähtisolu (Ikonen 2006). 
 
Lipoproteiinien määrät ja laadut verenkierrossa ovat seurausta elimistössä vallitsevasta 
rasva- ja sokeriaineenvaihdunnan yleisestä tilasta. Kolesteroliaineenvaihdunta on siis 
sidoksissa muuhun rasva-aineenvaihduntaan, ja ravinnosta saatavan kolesterolin määrän 
lisäksi erityisesti ravinnon rasvojen ja hiilihydraattien laatu vaikuttavat veriplasman 
kolesterolipitoisuuteen ja kolesterolin eri muotojen esiintymiseen (Lichtenstein 2006). 
Verenkierrossa lipoproteiinit ovat jatkuvasti muokkauksen kohteena. Kolesterolia ja 
muita molekyylejä siirtyy lipoproteiineilta toisille, ja eri lipoproteiinimuotojen 
esiintyminen on sidoksissa toisiinsa. Ryhmiksi luokitellut lipoproteiinit jakautuvat 
edelleen lukuisiin alaryhmiin, joiden lipidi- ja apolipoproteeinikoostumuksissa, 
proteiinien konformaatioissa sekä mahdollisesti muissakin ominaisuuksissa on eroja. 
Kaikkineen on kyse erittäin heterogeenisesta hiukkasjoukosta (Packard & Shepherd 
1997). 
 
Kylomikroneissa kuljetetaan ravinnon rasvoja triglyserideinä suolistosta kudoksille. 
Enterosyytit erittävät kylomikroneita imunesteeseen eli lymfaan, ja lymfakierron kautta 
ne päätyvät verenkiertoon. Hiussuonten pinnalla oleva entsyymi, lipoproteeinilipaasi, 
hydrolysoi kylomikronien triglyseridejä vapaiksi rasvahapoiksi ja glyseroliksi, jotka 
otetaan kudoksiin. Kylomikroneista jää jäljelle kolesterolirikkaita 
kylomikronijäännöksiä, joita maksa ottaa tehokkaasti verenkierrosta (Kwiterovich 
2000). 
 
Toinen triglyseridirikas lipoproteeini on maksan syntetisoima VLDL. 
Lipoproteiinilipaasin vaikutuksesta VLDL-hiukkaset menettävät triglyseridinsä, minkä 
lisäksi niiden apolipoproteiinien koostumus muuttuu. Syntyy VLDL-jäännöksiä eli IDL-
hiukkasia, jotka joko päätyvät maksaan tai muuntuvat LDL-hiukkasiksi, jotka sisältävät 
noin kaksi kolmasosaa plasman kolesterolista ihmisellä. Apolipoproteiini B (apoB) on 
keskeinen osa triglyseridirikkaiden lipoproteiinien rakennetta. Kussakin 
lipoproteiinihiukkasessa on yksi apoB-molekyyli, joka kylomikroneissa on tyyppiä 
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 apoB-48. VLDL- ja LDL-hiukkasissa on maksan syntetisoima apoB-100-molekyyli, 
joka toimii ligandina LDL-reseptorille (Blasiole ym. 2007).  
 
HDL-hiukkaset ottavat vastaan kolesterolia perifeerisistä kudoksista ja kuljettavat sitä 
maksaan, steroidihormoneja tuottaville elimille tai luovuttavat kolesterolia muille 
lipoproteiineille. Suurin osa HDL-hiukkasten apolipoproteiineista on apolipoproteiinia 
A-1 (apoA-1), jota maksa syntetisoi ja erittää verenkiertoon lipidiköyhänä tai vähän 
lipidejä sisältävänä HDL-hiukkasena (engl. nascent HDL, ndHDL). Plasmassa siihen 
siirtyy nopeasti fosfolipidejä ja solukalvoilta vapaata kolesterolia, ja syntyy levymäinen 
HDL-hiukkanen (engl. discoical HDL). HDL-hiukkasen lesitiini-
kolesteroliasyylitransferaasin (LCAT) vaikutuksesta vapaa kolesteroli esteröidään 
hydrofobiseksi ytimeksi, jolloin syntyy kypsä, pallomainen HDL-hiukkanen (engl. 
spherical HDL) (Link ym. 2007). Tiheytensä perusteella HDL-hiukkaset voidaan 
jaotella HDL2- (d = 1.063-1.125 g/ml) ja HDL3-fraktiohin (d = 1.125-1.210 g/ml). 
Elektroforeettiselta liikkuvuudeltaan HDL-hiukkasista on erotettavissa α- ja preβ-
fraktiot. Suurin osa (yli 90%) plasman apoA-1:stä on pallomaisissa α-HDL-hiukkasissa. 
Lipidiköyhät tai vähän lipidejä sisältävät, preβ-fraktioon kuuluvat HDL-hiukkaset 
poikkeavat toiminnallisesti α-HDL-hiukkasista (Lee-Rueckert & Kovanen 2006). HDL-
hiukkaset siirtävät kolesterolia apoB:tä sisältäville lipoproteiineille kolesteroliesterien 
siirtäjäproteiinin (CETP) vaikutuksesta. Fosfolipidisiirtäjäproteiini (PLTP) katalysoi 
päinvastaista kolesteroliesterien ja fosfolipidien siirtymistä apoB-hiukkasilta HDL-
hiukkasille (Huuskonen ym. 2001). 
 
2.1.2 Solujen kolesterolitasapaino 
 
Solut saavat kolesterolia ottamalla LDL-kolesterolia reseptorivälitteisellä endosytoosilla 
ja valmistamalla sitä. Toiminnot ovat tarkan säätelyn alaisia, jotta soluilla on käytössään 
sopivasti kolesterolia (Palomäki & Kovanen 2006). Säätelyjärjestelmä reagoi 
solukalvojen kolesterolipitoisuuteen ja muuttaa kolesterolin synteesiin tarvittavien 
entsyymien tuottoa sekä kolesterolin ottoa säätelemällä LDL-reseptorien määrää 
solukalvolla vastaamaan solun kolesterolitarvetta (Brown & Golsdstein 1986). Joissakin 
soluissa on myös reseptoreja, joiden kautta soluun voi päätyä kolesterolia 
hallitsemattomasti. Tällaisia jätereseptoreja, joilla solu ottaa hapettunutta tai muuten 
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 kemiallisesti muuntunutta kolesterolia, on muun muassa makrofageissa eli syöjäsoluissa 
(Østerud & Bjørklid 2003). 
 
2.2 Ateroskleroosi 
 
Iskeemiset sydänsairaudet ovat maailmanlaajuisesti ihmisen yleisin kuolinsyy (Murray 
& Lopez 1997). Niiden taustalla on tyypillisesti ateroskleroosi eli valtimonahtaumatauti. 
Ateroskleroosin etiologia on monimutkainen, ja lukuisat geneettiset tekijät sekä 
ympäristötekijät vaikuttavat sairastumisriskiin (Lusis 2000). Näistä yleisimmät ovat 
poikkeava lipidiprofiili, tupakointi, kohonnut verenpaine, diabetes, vyötärölihavuus, 
psykologiset tekijät, liikunta sekä hedelmien, vihannesten ja alkoholin kulutus (Yusuf 
ym. 2004). Ateroskleroosiin sairastumisvaara on sitä suurempi, mitä korkeampi on 
plasman LDL-kolesterolipitoisuus (Palomäki & Kovanen 2006). Sen sijaan HDL-
kolesterolipitoisuuden ja syvänverisuonitautien esiintymisen yhteys on käänteinen (Link 
ym. 2007). 
 
2.2.1 Ateroskleroosin patogeneesi 
 
Ateroskleroosissa valtimon seinämän intimaan eli sisäkerrokseen kertyy kolesterolia, 
sillä LDL-kolesterolia tulee paikalle enemmän kuin HDL-hiukkaset sitä poistavat. 
Rakenteensa takia valtimon seinämä on muita kudoksia alttiimpi kolesterolitasapainon 
häiriintymiselle. Valtimon seinämään kertyvät LDL-hiukkaset muuntuvat hapettumalla 
tai entsymaattisesti, mikä on ateroskleroottisen kolesterolinkertymäprosessin 
patofysiologinen alkutapahtuma (Palomäki & Kovanen 2006). Tulehdusprosessin 
merkitys on keskeinen ateroskleroosin kaikissa vaiheissa. Muuntuneet LDL-hiukkaset 
ärsyttävät valtimon endoteeliä muodostamaan proinflammatorisia sytokiineja, kuten 
adheesiomolekyylejä ja kasvutekijöitä. Muuntuneiden LDL-hiukkasten seurauksena 
endoteelisolut valmistavat muun muassa veren monosyyttejä houkuttelevaa proteiinia, 
MCP-1 (engl. monocyte chemotactic protein-1) ja makrofagien tuotantoa stimuloivaa 
tekijää, M-CSF (engl. macrophage colony-stimulating factor) (Lusis 2000).  
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 Makrofagit ovat suurikokoisia syöjäsoluja, joiden tehtävät elimistössä liittyvät im-
muunipuolustukseen ja kudosten paranemiseen. Makrofagit fagosytoivat vierasta mate-
riaalia ja säätelevät immuunivasteita (Shepard & Zon 2000). Muuntuneiden LDL-
hiukkasten seurauksena makrofagien luuytimestä peräisin olevia veressä kiertäviä esias-
teita eli monosyyttejä saapuu valtimon seinämään, jonne saavuttuaan ne erilaistuvat  
makrofageiksi ja fagosytoivat soluille myrkyllisiä ja proinflammatorisia, muuntuneita 
LDL-hiukkasia (Glass & Witztum 2001), sekä tuottavat suuren osan ateroskleroottisen 
plakin kehityksessä vaikuttavista sytokiineista (Tedgui & Mallat 2006). Vaikka makro-
fagien toiminnan on tarkoitus suojella valtimon seinämää, niiden toiminta lopulta johtaa 
ateroskleroottisen muutoksen kehittymiseen. Tutkimukset poistogeenisillä hiirillä ovat 
osoittaneet makrofagien puuttumisen vähentävän voimakkaasti ateroskleroosin kehitty-
mistä hiirillä, joille muutoin kehittyisi vaikea ateroskleroosi, koska niiden verenkierros-
sa kiertävien aterogeenisten lipoproteiinien pitoisuus on geenimuuntelun avulla monin-
kertaistettu normaaleihin hiiriin verrattuna (Glass & Witztum 2001). 
 
Valtimon seinämässä makrofagit ottavat muuntuneita LDL-hiukkasia sisäänsä 
jätereseptoreillaan säätelemättömästi ja riittävän nopeasti täyttyäkseen kolesterolilla eli 
muodostaakseen vaahtosoluja (Østerud & Bjørklid 2003). Vaahtosolujen kerääntyminen 
valtimon seinämään on ateroskleroosin varhaismuutos, ja ateroskleroosin kehittyessä 
edelleen kolesterolia kertyy myös solujen ulkopuolelle. Kehittyy ateroskleroottinen 
plakki eli aterooma, jossa on sileälihassolujen ympäröimä rasvaydin, joka saa alkunsa 
nekroottisista vaahtosoluista ja fuusioituneista muuntuneista LDL-hiukkasista (Kovanen 
2007). Myös lymfosyytit ja verihiutaleet osallistuvat muutoksen kehittymiseen. 
Tautiprosessi voi edetä aina monimutkaisen, kalkkeutuneen ja repeämäalttiin 
muutoksen syntymiseen, ja muutos voi pitkälle kehityttyään aiheuttaa sydän- tai 
aivoinfarktin tukkimalla valtimon kokonaan (Lusis 2000). Sydäninfarkti on seurausta 
muutoksen repeytymän seurauksena syntyneen trombin eli veritulpan aiheuttamasta 
paikallisesta tukoksesta, kun taas aivoinfarkti on yleensä seurausta kaulavaltimon 
plakista irronneesta trombin palasesta, joka kulkeutuu verivirran mukana 
aivovaltimopuustoon ja lopulta tukkii pienen aivovaltimonhaaran (Kovanen 2007). 
 
2.2.2 HDL 
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 Alhainen HDL-kolesteroliarvo on sydän- ja verisuonitautien itsenäinen riskitekijä 
epidemiologisten tutkimusten perusteella. HDL-hiukkasten ja ateroskleroottisten 
sydänverisuonitautien esiintymisen käänteisen yhteyden syyksi on esitetty useita HDL-
hiukkasten ominaisuuksia. HDL-hiukkaset ovat keskeisiä kudosten 
kolesterolitasapainon säilyttämisessä osallistumalla kolesterolin käänteiseen 
kuljetukseen (engl. reverse cholesterol transport, RCT) eli kolesterolin kuljettamiseen 
perifeerisistä kudoksista maksaan ja edelleen pois elimistöstä. Tähän 
kuljetustapahtumaan osallistuu useita kolesterolin vastaanottajia, entsyymejä ja 
reseptoreja. HDL voi toimia myös anti-inflammatorisesti sekä antioksidanttina ehkäistä 
LDL-kolesterolin hapettumista. Lisäksi HDL-hiukkasilla on havaittu antitromboottisia, 
profibrinolyyttisiä sekä muita verisuonia suojaavia vaikutuksia (Singh ym. 2007). 
 
2.2.3 Syöttösolut 
 
Syöttösolut ovat osa elimistön puolustusjärjestelmää. Fysiologisten tehtäviensä lisäksi 
ne aiheuttavat yliherkkyysreaktioita ja ovat merkittäviä tekijöitä monen akuutin ja 
kroonisen tulehdussairauden patogeneesissä. Syöttösolujen esiasteet kehittyvät 
hematopoieettisista kantasoluista, jotka levittäytyvät luuytimestä elimistön eri 
kudoksiin. Kohdekudoksen mikroympäristö vaikuttaa syöttösolun lopulliseen 
kypsymiseen, ja syöttösolut ovatkin varsin heterogeeninen ryhmä soluja, joiden 
välittäjäaineet ja fysiologiset tehtävät vaihtelevat eri kudoksissa sekä eläinlajeissa. 
Syöttösoluja on etenkin ulkomaailmaan kosketuksissa olevissa kudoksissa, kuten ihossa 
ja limakalvoilla. Suurimmasta osasta verisuonitettuja kudoksia löytyy syöttösoluja veri- 
ja imusuonten läheisyydestä (Lindstedt ym. 2007). 
 
Syöttösolut valmistavat tulehduksen välittäjäaineita, kuten histamiinia, 
prostaglandiineja, leukotrieenejä, tulehdusta välittäviä sytokiineja sekä proteaaseja, 
joista syöttösoluille spesifejä ovat tryptaasi, kymaasi ja karboksipeptidaasi A. Osaa 
tulehduksen välittäjäaineista (leukotrieenit, prostaglandiinit, osa sytokiineista) 
valmistetaan ja eritetään syöttösolujen aktivoiduttua, kun taas osa välittäjäaineista on 
valmiiksi syntetisoituina (histamiini, proteaasit, osa sytokiineista) syöttösolujen 
sisältämissä granuloissa eli jyväsissä. Granulat sisältävät myös varaukseltaan 
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 negatiivisia proteoglykaaneja, joihin positiivisesti varautuneet proteaasit ovat 
sitoutuneina (Pejler ym. 2007). 
 
Syöttösolujen solukalvoilla on voimakashakuisia FcεRI-reseptoreita IgE-vasta-aineille. 
Solun immunologinen aktivaatio tapahtuu, kun antigeeni sitoutuu kahteen kyseistä 
antigeenia spesifisesti sitovaan IgE-molekyyliin, jotka puolestaan ovat sitoutuneet 
FcεRI-reseptoreihin. Aktivaation seurauksena syöttösolu degranuloituu nopeasti, ja 
granuloiden sisältämät välittäjäaineet vapautuvat ympäristöön. Lisäksi alkaa 
ympäristöön vapautuvien tulehduksen välittäjäaineiden pitkäkestoinen valmistus ja 
eritys (Kovanen 2006). Syöttösolujen aktivaatio voi tapahtua myös muilla 
mekanismeilla kuin immunologisesti. Syöttösoluja aktivoivat muun muassa 
komplementin proteeinit C3a ja C5a, valkosoluja houkuttelevat proteiinit (MCP1, -2 ja -
3), hapettunut LDL, neuropeptidit (vasointestinaalinen peptidi ja substanssi P), opiaatit 
(Kelley ym. 2000) ja kokeellinen "yhdiste 48/80", joka on synteettinen 
fenyylietyyliamiinin ja formaldehydin polymeeri (Ferry ym. 2002). Kuitenkin 
syöttösolujen alaryhmät poikkeavat vasteiltaan eri aktivaatiomekanismeille. Niinpä 
esimerkiksi komplementin proteiinit eivät aktivoi ihmisen keuhkojen ja 
ruoansulatuskanavan limakalvon syöttösoluja (Bischoff 2007). 
 
Syöttösolujen määrä on lisääntynyt sepelvaltimoiden ateroskleroottisissa muutoksissa, 
sekä varhaismuutoksissa että pidemmälle kehittyneissä ateroomissa. Muutoksissa 
syöttösolut sijaitsevat usein lähellä vaahtosoluja ja ovat aktivoituneita (Jeziorska ym. 
1997, Kaartinen ym. 1994). Syöttösolujen proteaaseilla on kyky hajottaa LDL- ja HDL-
hiukkasia, mikä voi kiihdyttää kolesterolin kertymistä valtimon seinämään. 
Syöttösolujen vapauttamat proinflammatoriset sytokiinit voivat nopeuttaa 
ateroskleroottisten muutosten syntymistä voimistamalla paikallista tulehdusreaktiota 
houkuttelemalla paikalle muita tulehdusssoluja (Lindstedt ym. 2007) sekä lisäämällä 
endoteelisolujen proaterogeenisten proteaasien ekspressiota ja paikallista proteolyysiä 
(Sun ym. 2007). Systeeminen in vivo syöttösoluaktivaatio lisäsi ateroskleroottisten 
muutosten kehittymistä tutkimuksessa hiirillä. Tämä tutkimus oli merkittävä siksi, että 
siinä voitiin ensimmäistä kertaa osoittaa koe-eläinmallissa syöttösolujen 
proaterogeeninen vaikutus (Bot ym. 2007). Ateroskleroosin pidemmälle kehittyneissä 
muutoksissa syöttösolut voivat lisätä aterooman repeämisherkkyyttä vähentämällä 
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 aterooman tukirakenteiden tuottoa ja aktivoimalla tukirakenteita hajottavia entsyymejä 
(Lindstedt ym. 2007). 
 
2.2.3.1 Kolesterolin käänteinen kuljetus 
 
Aktivoituneet syöttösolut vähentävät valtimon seinämän ekstrasellulaarinesteen kykyä 
edesauttaa kolesterolin ulosvirtausta kolesterolintäyteisistä makrofageista eli 
vaahtosoluista in vitro. Koska ateroskleroosissa vaahtosolujen muodostuminen valtimon 
seinämään on seurausta makrofagien säätelemättömästä kolesterolin otosta, vain riittävä 
kolesterolin ulosvirtaus makrofageista voi estää kolesterolin kertymisen niihin. 
Kolesterolin ulosvirtaus tapahtuu valtimon seinämän ekstrasellulaarinesteessä oleville 
kolesterolin vastaanottajille, joista tehokkaimpia ovat HDL-hiukkaset (Lee-Rueckert & 
Kovanen 2006). Kolesterolin käänteisen kuljetuksen tehostaminen voi olla keino 
ateroskleroosin ennaltaehkäisyyn ja jopa parantamiseen, sillä onnistuessaan se voi 
johtaa kolesterolin nettopoistumaan valtimon seinämästä. Lupaavia tuloksia antoi 
kliininen potilastutkimus, jossa sepelvaltimotautipotilaille annettiin laskimonsisäisesti 
apoA-1:n luonnostaan esiintyvää geenivarianttia Milanoa. Rekombinantista apoA-1:n 
variantista Milano ja fosfolipideistä koostuvat kompleksit saivat aikaan ateroomien 
koon pienentymistä, joka voitiin todentaa sepelvaltimonsisäisen ultraäänitutkimuksen 
(IVUS) avulla (Nissen ym. 2003). 
 
Kolesterolia poistuu vaahtosoluista sekä passiivisilla että aktiivisilla mekanismeilla. 
Näistä aktiivinen, spesifin “ATP-binding cassette transporter A1”-kuljettajan (ABCA1) 
välittämä kolesterolin "korkean affiniteetin" virtaus tietyille HDL-hiukkasten 
alaryhmille on keskeinen kolesterolin käänteiselle kuljetukselle (Cavalier ym. 2006). 
ABCA1-välitteisen kolesterolin käänteisen kuljetuksen keskeinen merkitys on voitu 
osoittaa myös in vivo hiirimallissa (Out ym. 2008, Wang ym. 2007b). ABCA1-
poistogeenisistä (abca1+/– ja abca1–/–) hiiristä peräisin olevia, radioaktiivisella (3H) 
kolesterolilla täytettyjä makrofageja ruiskutettiin sekä ABCA1-poistogeenisten 
(abca1+/– ja abca1–/–) että kontrollihiirten (abca1+/+) vatsaonteloon. Kolesterolin 
vapautumista makrofageista ja ilmaantumista seerumiin, maksaan, sappeen ja ulosteisiin 
mitattiin käyttämällä sekä muuntumattomalla LDL:llä että muunnetulla asetyloidulla 
LDL:llä täytettyjä makrofageja. Tutkimuksessa havaittiin, että ABCA1-kuljettajan 
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 ekspressio lisäsi kolesterolin käänteistä kuljetusta käytettiinpä kumpia makrofageja 
tahansa. Kolesterolin käänteinen kuljetus väheni noin 50 % ABCA1-kuljettajan 
inaktivaation seurauksena (Wang ym. 2007b). Toisaalta käänteisen kolesterolin 
kuljetuksen hiirimallissa on havaittu kolesterolin käänteinen kuljetus tehokkaammaksi 
apoA-1:tä yli-ilmentävissä hiirissä kuin tavallisissa hiirissä (Zhang ym. 2003). Plasman 
esikäsittelyn aktivoiduilla rotan syöttösoluilla on havaittu poistavan sen kyvyn aiheuttaa 
"korkean affiniteetin" ulosvirtausta vaahtosoluista in vitro. Aktivoidut rotan syöttösolut 
tai eristetty kymaasi tai tryptaasi, jotka ovat syöttösolujen erittämiä proteaaseja, 
hajottavat in vitro HDL-hiukkasten pienen osajoukon, preβ-HDL-fraktion, joka toimii 
kolesterolin vastaanottajana ABCA1-kuljettajan välittämän kolesterolin "korkean 
affiniteetin" ulosvirtauksessa vaahtosoluista. Suurempi plasman HDL-hiukkasten α-
HDL-fraktio, joka vastaanottaa kolesterolia diffuusiolla, on resistentimpi syöttösolujen 
proteaaseille (Lee-Rueckert & Kovanen 2006). 
 
2.2.3.2 Kymaasi ja tryptaasi 
 
Kymaasi ja tryptaasi ovat syöttösolujen granuloissa varastoituja neutraaleja 
seriiniproteaaseja, joiden substraattivalikoima on varsin laaja. Proteaasit säilyvät 
inaktiivisina syöttösolujen sisällä happamassa ympäristössä ja aktivoituvat 
vapautuessaan neutraaliin ympäristöön. Ne aiheuttavat tulehdusta ja muokkaavat 
kudoksia sekä suoraan hajottamalla peptidejä ja proteiineja että epäsuorasti muun 
muassa aktivoimalla matriksin metalloproteaaseja (Bischoff 2007). Ihmisen kaikissa 
syöttösoluissa on tryptaasia (T), kun taas vain osa syöttösoluista sisältää myös kymaasia 
(C) ja karboksipeptidaasi A:ta. Tämän perusteella ihmisen syöttösolut jaetaan MCT- ja 
MCTC-soluihin. Ihmisen limakalvoilla, esimerkiksi keuhkoissa ja suolistossa, on 
pääasiassa MCT-soluja, kun taas MCTC-solut vallitsevat ihossa ja suoliston 
limakalvonalaiskerroksessa eli submukoosassa (Pejler ym. 2007). Sepelvaltimoiden 
sisäkalvojen syöttösoluista keskimäärin 40 % sisältää ihmisellä kymaasia, mutta 
yksilöllinen kymaasiekspression vaihtelu on suurta. Toisilla henkilöillä kaikki 
sepelvaltiomoiden syöttösolut ovat tyyppiä MCT, mutta toisilla taas suuri osa 
syöttösoluista sisältää myös kymaasia (Kaartinen ym. 1994). 
 
  14  
 Kymaasin toiminnan elimistössä voivat estää endogeeniset proteaasien inhibiittorit, 
muun muassa α1-antikymotrypsiini, α2-makroglobuliini sekä α1-proteinaasi-inhibiittori 
(Pejler ym. 2007). In vitro rotan syöttösolujen granulajäännösten 
hepariiniproteoglykaaneihin sitoutunut kymaasi säilyttää aktiivisuutensa valtimon 
sisäkerroksen nesteen inhibiittoreiden läsnä ollessa, hajottaa preβ-HDL-hiukkasia 
(Lindstedt ym. 2001), ja vähentää sekä seerumin että valtimon sisäkerroksen nesteen 
kykyä toimia kolesterolin "korkean affiniteetin" ulosvirtauksen vastaanottajana 
vaahtosoluista (Lindstedt ym. 1996). Granulajäännöksistä eristetyn kymaasin kyky 
hajottaa preβ-HDL-hiukkasia vähenee huomattavasti granulajäännöksiin sitoutunutta 
kymaasia enemmän inhibiittoreiden toimesta (Lindstedt ym. 2001). Apinoiden rinta-
aortan ateroskleroottisissa muutoksissa, joiden syntyä edelsi ateroskleroosille altistava 
ruokinta, oli kymaasin mRNA-pitoisuus noin kolminkertainen kontrollieläinten 
terveisiin aorttoihin verrattuna (Takai ym. 1997). Kymaasin inhibiittoreista on saatu 
sydän- ja verisuonitautien hoidon kannalta myönteisiä tutkimustuloksia eläinkokeissa, 
mutta tutkimustuloksia ihmisillä ei vielä ole (Lindstedt ym. 2007). 
 
Tryptaasit jaetaan ominaisuuksiltaan toisistaan poikkeaviin α- ja β-tryptaaseihin, joiden 
homologia on noin 90-prosenttinen. Ihmisen syöttösolut ekspressoivat myös kalvotryp-
taasia, γ-tryptaasia (Fukuoka & Schwartz 2007). Sitoutuminen syöttösolujen granuloi-
den hepariiniproteoglykaaneihin stabiloi α- ja β-tryptaasien tetrameerirakennetta ja ak-
tiivisen komformaation säilymistä. Tetrameerinä tryptaasi on resistenssi endogeenisille 
makromolekulaarisille proteaasien inhibiittoreille (Pejler ym. 2007) ja voi sikäli säilyt-
tää katalyyttisen aktiivisuutensa plasmassa ja ekstrasellulaarinesteessä. Syöttösolujen 
proteoglykaanien lisäksi valtimosta eristetyt proteoglykaanit voivat edesauttaa tryptaa-
sin säilymistä aktiivisena stabiloimalla sen rakennetta (Lee ym. 2002b). Neutraalissa 
ympäristössä hepariiniproteoglykaaneista erotettu tetrameeri hajoaa spontaanisti inaktii-
visiksi monomeereiksi, minkä on ajateltu merkitsevän β-tryptaasin inaktivoitumista. 
Kuitenkin in vitro on proteolyyttistä aktiivisuutta havaittu myös monomeerillä β-
tryptaasilla, jonka substraattivalikoima poikkeaa tetrameeristä β-tryptaasista. Monomee-
ri β-tryptaasi säilyttää tietyissä olosuhteissa aktiivisuutensa jopa proteaasi-
inhibiittoreiden läsnä ollessa, minkä seurauksena sillä saattaa olla merkitystä proteaasi-
na myös in vivo (Fukuoka & Schwartz 2007). Sepelvaltimotautia sairastavien ihmisten 
seerumin tryptaasipitoisuus on normaalia korkeampi (Deliargyris ym. 2005). 
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 2.2.3.3 Hiiren syöttösolujen proteaasit 
 
Hiiren syöttösolut poikkeavat ihmisen syöttösoluista sekä rakenteeltaan että 
toiminnaltaan. Sekä syöttösolujen välittäjäaineissa, jakautumisessa kudoksiin että 
syöttösolutoiminnan säätelyssä on eroja. Esimerkiksi ihmisen vatsaontelossa ei 
normaalisti ole syöttösoluja, kun taas hiirellä niitä esiintyy. Ihmisen ja hiiren 
syöttösolujen ominaisuuksien yhdenmukaisuuden tutkimukselle on solujen alaryhmän 
tarkka luokittelu tärkeää, sillä etenkin hiirellä eri kudosten syöttösolujen ominaisuudet 
vaihtelevat huomattavasti. Niinpä on mahdollista, että ihmisen syöttösolua täysin 
vastaavaa solutyyppiä ei hiirellä olekaan. Hiiren syöttösoluilla on myös joitakin ihmisen 
basofiilien ominaisuuksia (Bischoff 2007). Hiiren syöttösolut jaetaan kahteen 
pääryhmään, joista tukikudossyöttösolut (CTMC) ovat vallitsevina ihossa, 
submukoosassa sekä vatsaontelossa, kun taas limakalvosyöttösolut (MMC) ovat 
vallitseva ilmiasu limakalvoilla. Ihmisen syöttösoluja muistuttavat läheisemmin hiiren 
tukikudossyöttösolut kuin limakalvosyöttösolut, joiden granuloiden proteoglykaanit 
poikkeavat ihmisen syöttösoluista sisältämällä hepariinin sijasta kondroitiinisulfaattia 
(Pejler ym. 2007). 
 
Hiiren syöttösoluista on löydetty useampia eri proteaaseja kuin ihmisen syöttösoluista. 
Niistä osa muistuttaa läheisesti ihmisen syöttösolujen proteaaseja, kun taas toisille ei 
löydy vastinetta ihmisessä (Bischoff 2007). Kymaasit jaetaan fylogeneettisesti α- ja β-
kymaaseihin. Ihmisellä tunnetaan yksi α-kymaasi, mutta hiirellä on useita 
substraattivalikoimiltaan toisistaan poikkeavia α- (mMCP-5) ja β-kymaaseja (mMCP-1, 
mMCP-2, mMCP-4), sekä tryptaaseja mMCP-6, mMCP-7 ja kalvotryptaasia. Ihmisen 
limakalvoilla vallitsevat MCT-solut, mutta hiiren limakalvosyöttösolut ekspressoivat 
vain kymaaseja, pääasiassa β-kymaaseja mMCP-1 ja mMCP-2. Hiiren 
tukikudossyöttösoluissa kymaaseista ekspressoidaan eniten mMCP-4:ää ja mMCP-5:ttä 
sekä tryptaaseja ja karboksipeptidaasi A:ta. Hiiren kymaaseista fylogeneettisesti 
läheisimmin ihmisen kymaasia muistuttaa α-kymaasi mMCP-5 (Pejler ym. 2007), mutta 
sen entsymaattinen aktiivisuus muistuttanee pikemminkin elastaasin kuin kymaasin 
aktiivisuutta (Kunori ym. 2002), ja ominaisuuksiltaan ihmisen kymaasin läheisin vastine 
hiirellä lienee β-kymaasi mMCP-4 (Andersson ym. 2008, Tchougounova ym. 2003). 
MMCP-4 aiheuttaa suuren osan hiiren vatsaontelon tukikudossyöttösolujen kymaasi- 
tyyppisestä aktiivisuudesta ja vastaa suurelta osin niiden kyvystä hajottaa fibronektiiniä 
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 joko suoraan tai aktivoimalla muita entsyymejä (Tchougounova ym. 2003). 
Fibronektiinin tehokas hajottaminen on myös ihmisen kymaasin tyypillinen ominaisuus 
(Pejler ym. 2007). 
 
 
3 TYÖN TARKOITUS 
 
Työn tarkoituksena oli osoittaa hiiressä in vivo tapahtuvan systeemisen syöttösoluakti-
vaation vaikutus hiiren plasman kykyyn edistää kolesterolin ulosvirtausta kolesterolin-
täyteisistä makrofageista eli vaahtosoluista in vitro. Kolesterolin ulosvirtaus vaah-
tosoluista kolesterolin vastaanottajille on käänteisen kolesterolin kuljetuksen alkutapah-
tuma valtimon seinämässä. 
  
 
4 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
4.1 Syöttösoluaktivaatiokokeen koe-eläimet 
 
Koe suoritettiin NMRI-kannan hiirillä 6.-10.11.2006 Wihurin Tutkimuslaitoksessa. Se-
kä koe- että kontrolliryhmä koostuivat kymmenestä yksilöstä. Viisi koeryhmän hiiristä 
kontrolleineen olivat yhdeksän viikon ikäisiä uroksia ja toiset viisi hiirtä kontrolleineen 
olivat kahdeksan viikon ikäisiä naaraita. Hiiret oli kasvatettu Helsingin Yliopiston Vii-
kin koe-eläinkeskuksessa. Hiiret saapuivat tutkimuslaitoksen eläinhuoneeseen 3-7 vuo-
rokautta ennen koetta tottuakseen uuteen ympäristöönsä. Hiiret asuivat häkeissä viiden 
eläimen ryhmissä valorytmin, lämpötilan ja kosteusprosentin suhteen valvotussa eläin-
huoneessa. Hiirille oli vapaasti tarjolla vettä ja standardirehua, ja hiiriä tarkkailtiin päi-
vittäin. Kokeet suoritettiin aamupäivisin puoli kymmenen ja puoli kahdentoista välillä 
mahdollisten koetuloksiin vaikuttavien vuorokausirytmin muutosten välttämiseksi. Tut-
kimukselle oli laitoksen koe-eläinlautakunnan hyväksyntä. 
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 4.2 Syöttösoluaktivaatiokoe 
 
Hiiret punnittiin ja nukutettiin nahanalaisella (s.c.) pistoksella isotoniseen natriumklori-
diliuokseen laimennettua medetomidiinin (Domitor 1 mg/ml, Orion Oyj) ja ketamiinin 
(Ketalar 50 mg/ml, Pfizer Oy) sekoitusta. Anestesian induktioon käytettiin medetomi-
diinia annoksella 1 mg/kg ja ketamiinia annoksella 75 mg/kg. Kirurgisen anestesian 
saavuttamiseksi ja sen ylläpitämiseksi anesteetteja lisättiin puolella annoksella induktio-
annoksesta. Hiiriä tarkkailtiin koko kokeen ajan. Anestesian syvyyttä arvioitiin erityi-
sesti takajalan koukistusrefleksin esiintymisen tai puuttumisen avulla. 
 
Koeryhmän hiiret saivat pistoksena vatsaonteloon (i.p.) yhdistettä 48/80 (Compoud 
48/80, Sigma-Aldrich) syöttösolujen systeemisen aktivaation ja anafylaktisen shokin 
aiheuttavalla annoksella 8 mg/kg (Kim ym. 2006) isotoniseen natriumkloridiliuokseen 
laimennettuna 1 mg/ml-liuoksena. Pistokset suoritettiin riittävän syvän anestesiatason 
saavuttamisen jälkeen, 9-25 minuuttia anestesian induktiota myöhemmin. Hiiriltä otet-
tiin verinäyteet sydämistä 11-25 minuutin kuluttua yhdisteen 48/80 annostelusta. Näyte 
otettiin joko välittömästi hiiren kuoleman havaitsemisen jälkeen, tai näytteenottoon 
ryhdyttiin jo arvioitaessa hiiren ollessa kuolemaisillaan voimakkaasti vaikeutuneen 
hengityksensä perusteella. Näyte otettiin joko rintakehä avaamalla paljastetusta sydä-
mestä niskamurrolla varmistetun kuoleman jälkeen tai rintakehän läpi punktoimalla. 
Hiiren kuolema varmistettiin välittömästi sydänpunktion jälkeen niskamurrolla. Syy 
näytteenottotavan muuttamiseen kokeen myöhemmässä vaiheessa oli pyrkimys saada 
määrältään suurempia näytteitä. Verinäyte siirrettiin välittömästi ruiskusta jäämurskassa 
esijäähdytettyyn EDTA-antikoagulanttia (Titriplex III, Merck) sisältävään näyteputkeen 
(näytteen EDTA-pitoisuus 1 mg/ml) ja jäähdytettiin välittömästi jäämurskassa. Veri-
plasman erottamiseksi näytteet sentrifugoitiin 400 x g:n painovoimalla 30 minuutin ajan 
-4 °C:n lämpötilassa. Plasma siirrettiin puhtaisiin näyteputkiin ja säilytettiin -70 °C:ssa 
määrityksiin asti. 
 
Kontrolliryhmän hiiret jaoteltiin yksilöittäin koeryhmän hiiriyksilöitä vastaaviksi pai-
nonsa ja sukupuolensa perusteella. Koe kontrollihiirillä suoritettiin muilta osin kuten 
koeryhmän hiirillä, mutta yhdisteen 48/80 sijaan vatsaonteloon annosteltiin vastaava 
tilavuus isotonista natriumkloridiliuosta. Verinäyte otettiin yhtä pitkän ajan kuluttua iso-
tonisen natriumkloridiliuoksen annostelusta kuin vastaavalta koeryhmän hiireltä oli 
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 otettu näyte yhdisteen 48/80 annostelusta. Näytteenotto tapahtui samalla tavalla kuin 
kontrollihiirtä vastaavalla koeryhmän hiirellä. Näytteet käsiteltiin kuten edellä. 
 
4.3 Kolesterolin ulosvirtaus vaahtosoluista käyttämällä kolesterolin 
vastaanottajana syöttösoluaktivaatiokokeen hiirien plasmaa 
 
Menetelmän kolesterolin ulosvirtauksen mittaamiseen vaahtosoluista ovat julkaisseet 
Lindstedt ym. 1996. Seuraavaksi esitettävässä menetelmässä on sovellettu tätä julkais-
tua menetelmää. 
 
4.3.1 Makrofagien eristys hiiristä 
 
Soluviljelmä valmistettiin hiiren vatsaontelosta eristetyistä makrofageista. Solut otettiin 
kymmeneltä kahdeksan viikon ikäiseltä NMRI-kannan hiirinaaralta, jotka oli kasvatettu 
Helsingin Yliopiston Viikin koe-eläinkeskuksessa. Hiiri lopetettiin hiilidioksidikammi-
ossa ja sen kuolema varmistettiin niskamurrolla. Vatsaontelon päältä leikattiin pala ihoa 
pois näkyvyyden parantamiseksi ja jotta iholla olevat mikrobit eivät päätyisi kerättävään 
solususpensioon. Vatsaonteloon ruiskutettiin 4 ml fosfaattipuskuroitua keittosuolaliuos-
ta (PBS ilman natriumbikarbonaatti-lisäystä, GIBCO), johon oli lisätty 1 mg/ml naudan 
seerumin albumiinia (BSA, Sigma-Aldrich). Liuoksesta oli ennen sen käyttöä myös 
poistettu siinä mahdollisesti olevat bakteerit suodattamalla se 0,20 μm:n kalvosuodatti-
mella laminaarikaapissa. Hiiren vatsaa hierottiin varovaisesti minuutin ajan, minkä jäl-
keen vatsaontelon seinämä avattiin ja vatsaontelossa oleva neste imettiin talteen. 
 
4.3.2 Soluviljelmän valmistus 
 
Hiirten vatsaonteloista kerätyt solususpensiot yhdistettiin ja sentrifugoitiin 200 x g:n 
painovoimalla 10 minuutin ajan. Supernatantti kaadettiin pois, ja solupelletti suspendoi-
tiin esilämmitettyyn DMEM-kasvatusliuokseen (Dulbecco's Modified Eagle Media, 
GIBCO), johon oli lisätty 100 KY/ml penisilliiniä ja 100 μg/ml streptomysiiniä. Val-
mistetun suspension solupitoisuus mitattiin solulaskurissa, ja suspensiota pipetoitiin la-
minaarikaapissa 24:n kuopan levyille (Becton Dickinson Labware) jokaiseen kuoppaan 
tilavuus, joka sisälsi 8.1 x 105 solua. Kuoppalevyjä inkuboitiin kosteutetussa soluvilje-
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 lykaapissa (5% CO2,  37oC) kahden tunnin ajan, jolloin makrofagit kiinnittyivät kuop-
piin. 
 
4.3.3 Vaahtosolujen muodostaminen 
 
Solususpension inkubaation jälkeen soluviljelykuoppien nestesisällöt imettiin varovai-
sesti pois makrofagimattojen päältä, ja kuopat pestiin kolmeen kertaan fosfaattipusku-
roidulla keittosuolaliuoksella (PBS ilman Ca- ja Mg-lisäystä, GIBCO) kuoppiin kiinnit-
tymättömien solujen poistamiseksi. Tämän jälkeen makrofageille syötettiin asetyyli-
LDL:ää vaahtosolujen muodostamiseksi. Tätä varten soluviljelykuoppiin lisättiin 300 μl 
esilämmitettyä DMEM-kasvatusliuosta, joka sisälsi 20 g/ml asetyyli-LDL:ää, 100 
KY/ml penisilliiniä, 100 μg/ml streptomysiiniä ja 20% fetaalivasikan seerumia (FBS, 
GIBCO). Asetyyli-LDL:n sisältämä kolesteroli oli sekoitettu leimaamattomasta ja tri-
tiumilla (3H) leimatusta kolesterolista siten, että kunkin kuopan radioaktiivisuudeksi 
saatiin 100 000 dpm. Soluviljelmää inkuboitiin 18 tuntia kosteutetussa soluviljelykaa-
pissa (5% CO2, 37oC). 
 
4.3.4 Kolesterolin ulosvirtaus vaahtosoluista 
 
Inkubaation jälkeen neste soluviljelykuopista imettiin pois, ja kuopat pestiin kolmeen 
kertaan fosfaattipuskuroidulla keittosuolaliuoksella ilman Ca- ja Mg-lisäystä. Syöt-
tösoluaktivaatiokokeen koehiirien (n=10) ja kontrollihiirien (n=10) plasmanäytteistä 
sekoitetuista yhteisnäytteistä valmistettiin laimennossarjat kolesterolin ulosvirtauksen 
määritystä varten. Määritys suoritettiin vaahtosoluja ympäröivän kasvatusliuoksen 
plasmapitoisuuksissa 0,25 %, 0,5 %, 1,5 % ja 2,5 % sekä kasvatusliuoksessa ilman 
plasmaa. Laimennossarja valmistettiin sekoittamalla plasmanäytteitä DMEM-
kasvatusliuokseen, johon oli lisätty 11 KY/ml antikoagulantti desirudiinia (Desirudin, 
Canyon Pharma) sekä 100 KY/ml penisilliiniä ja 100 μg/ml streptomysiiniä. Kustakin 
eri plasmapitoisuuden sisältävästä kasvatusliuoksesta sekä pelkästä kasvatusliuoksesta 
pipetoitiin kuoppalevylle kolme rinnakkaista 300 μl:n näytettä tutkittavaksi. Soluviljel-
mää inkuboitiin neljä tuntia kosteutetussa soluviljelykaapissa (5% CO2, 37oC). 
 
4.3.5 Soluviljelmän radioaktiivisuusmittaus 
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 Soluviljelykuoppien nesteet imettiin näyteputkiin, joita sentrifugoitiin 200 x g:n paino-
voimalla viiden minuutin ajan. Kustakin näyteputkesta imettiin supernatanttia 225 μl 
radioaktiivisuuden mittausputkeen nesteessä mahdollisesti olleiden solujen jäädessä 
näyteputken pohjalle. Soluviljelykuopat pestiin kahteen kertaan fosfaattipuskuroidulla 
keittosuolaliuoksella ilman Ca- ja Mg-lisäystä. Kuoppiin lisätiiin 355 μl 0,2 molaarista 
natriumhydroksidiliuosta solujen hajottamiseksi. Huolellisen sekoituksen jälkeen kuo-
pista siirrettiin 60 μl solupitoista nestettä radioaktiivisuuden mittausputkiin. Loput 
kuoppien nesteistä siirrettiin näyteputkiin odottamaan proteiinipitoisuuden määritystä. 
Näytteiden beetasäteilyt määritettiin nestetuikelaskijalla. 
 
4.3.6 Soluproteiinin määritys 
 
Soluviljelmän kuoppien proteiinipitoisuudet määritettiin soluproteiinimassaan suhteute-
tun kolesterolin ulosvirtauksen laskemiseksi spektrofotometrisellä Lowryn menetelmäl-
lä. Proteiinistandardina käytettiin naudan seerumin albumiinia (BSA, Sigma-Aldrich). 
Kustakin näytteestä suoritettiin kolme rinnakkaista määritystä. Absorbanssit mitattiin 
aallonpituudella 750 nm, ja näytteiden proteiinipitoisuudet laskettiin lineaariselta stan-
dardikäyrältä. 
 
4.4 Syöttösoluaktivaatiokokeen hiirien plasman kolesterolipitoisuuden määritys 
 
Hiirien plasmanäytteiden kolesterolipitoisuudet määritettiin 96-kuoppalevyllä entsy-
maattisella kolorimetrisellä menetelmällä (Hoffman- La Roche). Kolesterolistandardei-
na käytettiin standardeja 1,0 mmol/l, 2,5 mmol/l ja 5,0 mmol/l (Bioclin Oy). Nollastan-
dardina käytettiin vettä. Kustakin näytteestä suoritettiin kaksi rinnakkaista määritystä. 
Näytettä syöttösoluaktivoidulta koehiireltä numero 8 ei voitu määrittää, sillä näytettä ei 
ollut enää saatavilla. Näytteiden absorbanssit mitattiin aallonpituudella 490 nm, ja näyt-
teiden kolesterolipitoisuudet laskettiin lineaariselta standardikäyrältä. 
 
 
5 TULOKSET 
 
5.1 Kolesterolin ulosvirtaus vaahtosoluista 
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Kolesterolintäyteisistä makrofageista eli vaahtosoluista poistuneen kolesterolin osuus 
soluviljelykuopan kokonaiskolesterolista on vaahtosoluja ympäröivän kasvatusliuoksen 
radioaktiivisuuden osuus kuopan kokonaisradioaktiivisuudesta eli solujen ja liuoksen 
yhteenlasketusta radioaktiivisuudesta (Lindstedt ym. 1996). Plasman aiheuttaman kole-
sterolin ulosvirtauksen osuus kolesterolin kokonaispoistumasta vaahtosoluista laskettiin 
vähentämällä plasmapitoiseen kasvatusliuokseen poistuneesta kolesterolin radioaktiivi-
suudesta pelkkään kasvatusliuokseen poistuneen kolesterolin radioaktiivisuus. Vaah-
tosoluista plasmaan ulosvirranneen kolesterolin määrä laskettiin myös soluviljely-
kuopan soluproteiinia (μg) kohti eli kuopan solupitoisuuteen suhteutettuna, sillä kuoppi-
en solumäärissä voi esiintyä pieniä eroja. Kolmena rinnakkaisena tehdyistä määrityksis-
tä laskettiin keskiarvot, keskihajonnat (SD) ja Studentin t-testillä p-arvot (taulukko 1 ja 
2, kuvio 1). 
 
Taulukko 1. Vaahtosoluista hiirien plasmaan ulosvirranneen kolesterolin osuus prosent-
teina kolesterolin kokonaispoistumasta. Koehiirien (n=10) syöttösoluja aktivoitiin sys-
teemisesti intraperitoneaalisella injektiolla yhdistettä 48/80 annoksella 8 mg/kg. Kont-
rollihiiret (n=10) saivat fysiologista suolaliuosta. Luvut ovat kolmen rinnakkaisen mää-
rityksen keskiarvoja. 
Kasvatusliuoksen 
plasmapitoisuus (%) Kolesterolin ulosvirtaus plasmaan (%) p-arvo 
 Kontrollihiiret SD ± Koehiiret SD ±  
0,00 0,0  0,0   
0,25 3,9 0,3 2,9 0,3 0,069 
0,50 6,3 0,1 4,1 1,1 0,067 
1,00 8,5 0,4 5,5 1,0 0,047 
1,50 10,7 0,6 8,9 1,1 0,185 
2,50 12,6 0,3 9,4 0,6 0,028 
 
 
Taulukko 2. Vaahtosoluista hiirien plasmaan ulosvirranneen kolesterolin radioaktiivi-
suus soluviljelykuopan soluproteiinia kohti laskettuna. Koehiirien (n=10) syöttösoluja 
aktivoitiin systeemisesti intraperitoneaalisella injektiolla yhdistettä 48/80 annoksella 8 
mg/kg. Kontrollihiiret (n=10) saivat fysiologista suolaliuosta. Luvut ovat kolmen rin-
nakkaisen määrityksen keskiarvoja. 
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 Kasvatusliuoksen 
plasmapitoisuus (%) 
Kolesterolin ulosvirtaus plasmaan (dpm) /        
soluviljelykuopan soluproteiini (μg) p-arvo 
  Kontrollihiiret SD ± Koehiiret SD ±   
0,00 0,0  0,0   
0,25 22,9 3,6 14,5 0,6 0,043 
0,50 36,0 2,9 21,8 5,5 0,082 
1,00 50,1 1,3 29,7 9,9 0,055 
1,50 69,2 5,9 39,8 4,3 0,037 
2,50 73,4 5,7 43,4 2,6 0,003 
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Kuvio 1.Vaahtosoluista hiirien plasmaan ulosvirranneen kolesterolin osuus prosentteina 
kolesterolin kokonaispoistumasta sekä ulosvirranneen kolesterolin radioaktiivisuutena 
soluviljelykuopan soluproteiinia kohti. Nämä tulokset on esitetty myös taulukoissa 1 ja 
2. 
 
Kolesterolin ulosvirtausta vaahtosoluista tapahtui enemmän kontrollihiirien kuin syöt-
tösoluaktivoitujen hiirien plasmaan. Prosentteina ulosvirtauksesta ero oli merkittävä 
(p<0,05) plasman pitoisuuksissa 1.0 % ja 2.5 %. Kun tuloksissa huomioitiin soluproteii-
nin määrä kussakin soluviljelykuopassa, merkittävää ulosvirtauksen ero oli plasman pi-
toisuuksissa 0,25 %, 1,5 % ja 2,5 %. 
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 5.2 Plasman kolesterolipitoisuus 
 
Kontrollihiirien (n=10) plasman kolesterolipitoisuuden keskiarvo oli 2,3 mmol/l        
(SD ±0,47 mmol/l) ja syöttösoluaktivoitujen hiirien (n=9) plasman kolesterolipitoisuu-
den keskiarvo oli 2,6 mmol/l (SD ±0,97 mmol/l). Hiiret 1-5 olivat uroksia ja hiiret 6-10 
naaraita. Kolesterolipitoisuuksien ero ei ollut merkittävä (p=0,41). P-arvon laskennassa 
eivät ole mukana kontrollihiiri 8 ja koehiiri 8. 
 
Taulukko 3. Plasman kolesterolipitoisuus (mmol/l). Koehiirien (n=9) syöttösoluja akti-
voitiin systeemisesti intraperitoneaalisella injektiolla yhdistettä 48/80 annoksella 8 
mg/kg. Kontrollihiiret (n=10) saivat fysiologista suolaliuosta. Luvut ovat kahden rin-
nakkaisen määrityksen keskiarvoja. 
Plasman kolesterolipitoisuus (mmol/l) 
Kontrollihiiri 1 3,0 Koehiiri 1 3,8 
Kontrollihiiri 2 2,5 Koehiiri 2 4,1 
Kontrollihiiri 3 2,3 Koehiiri 3 3,2 
Kontrollihiiri 4 2,7 Koehiiri 4 2,3 
Kontrollihiiri 5 2,8 Koehiiri 5 2,7 
Kontrollihiiri 6 2,5 Koehiiri 6 2,6 
Kontrollihiiri 7 2,0 Koehiiri 7 1,3 
Kontrollihiiri 8 1,6 Koehiiri 8  -  
Kontrollihiiri 9 1,8 Koehiiri 9 2,1 
Kontrollihiiri 10 1,8 Koehiiri 10 1,3 
Kontrolliryhmän keskiarvo 2,3 Koeryhmän keskiarvo 2,6 
 
 
6 TULOSTEN TARKASTELU 
 
6.1 Kolesterolin ulosvirtaus vaahtosoluista 
 
Käänteisen kolesterolin kuljetuksen alkutapahtuma, kolesterolin ulosvirtaus vaah-
tosoluista, oli vähäisempää syöttösoluaktivoitujen hiirien plasmaan kuin kontrollihiirien 
plasmaan. Systeeminen syöttösoluaktivaatio hiirissä in vivo siis vähensi hiirien plasman 
kykyä toimia kolesterolin vastaanottajana in vitro. Tutkimuksessa käytetty menetelmä  
kolesterolin ulosvirtauksen määrittämiseen on sopiva kolesterolin vastaanottajan pitoi-
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 suustutkimuksiin, sillä eri pitoisuuksissa kolesterolin ulosvirtaus vaahtosoluista on line-
aarista koko ulosvirtauksen ajan. Menetelmässä plasman pitoisuuden kasvaessa koleste-
rolin ulosvirtaus ei lisäänny lineaarisesti, vaan ulosvirtaus on suhteessa suurempaa 
plasman alhaisissa pitoisuuksissa noin 2,5 mg/ml asti. Ilmiötä kutsutaan kolesterolin 
"korkean affiniteetin" ulosvirtaukseksi (Lindstedt ym. 1996). 
 
Ihmisen plasman käsittely ihmisen tai rotan syöttösolujen granulajäännöksillä poistaa 
sen kyvyn aiheuttaa kolesterolin "korkean affiniteetin" ulosvirtausta in vitro. Myös val-
timosta eristetty intimaneste menettää kykyään "korkean affiniteetin" ulosvirtauksen 
aiheuttamiseen granulajäännöskäsittelyn seurauksena (Lee ym. 1992, Lindstedt ym. 
1996, Lee ym. 1999). Ihmisen β-tryptaasi (Lee ym. 2002b) ja kymaasi poistavat lipidi-
köyhien HDL3-hiukkasten kyvyn "korkean affiniteetin" ulosvirtauksen aiheuttamiseen 
vaahtosoluista hajottamalla proteolyyttisesti preβ-HDL-hiukkasia in vitro (Lee ym. 
2003). Tutkimuksessa käytetyssä kolesterolin ulosvirtauksen menetelmässä kolesterolin 
"korkean affiniteetin" ulosvirtaukselle vaahtosoluista on keskeistä ABCA1-kuljettajan 
toiminta (Favari ym. 2004). 
 
Tutkimuksessa käytettiin negatiivisesti varattuja asetyyli-LDL-hiukkasia, joita makro-
fagit ottavat sisäänsä säätelemättömäsi jätereseptoreillaan (Basu ym. 1976) erotuksena 
muuntumattomista LDL-hiukkasista, joita otetaan säädellysti LDL-reseptorin välityksel-
lä. Myös muuntuneesta ja muuntumattomasta LDL:stä peräisin olevan kolesterolin 
ulosvirtaus makrofageista poikkeaa toisistaan. Asetyyli-LDL:llä täytetyistä vaah-
tosoluista kolesteroli virtaa ulos suuremmalta osin ABCA1-kuljettajan välittämänä kuin 
natiivilla LDL:llä muodostetuista vaahtosoluista, joista kolesterolin ulosvirtaukselle 
passiivisen diffuusion merkitys on suurempi kuin asetyyli-LDL:llä täytetyille makrofa-
geille. Tämän seurauksena muuntumattoman LDL:n käänteiselle kuljetukselle elimis-
tössä on mahdollisesti passiivinen diffuusio keskeinen mekanismi, kun taas ABCA1-
välitteinen mekanismi on tärkeä poistamaan muuntuneista LDL-hiukkasista peräisin 
olevaa kolesterolia vaahtosoluista (Wang ym. 2007a), mikä on huomioitava tehtäessä 
johtopäätöksiä kolesteroliaineenvaihdunnasta ateroskleroosin kannalta.  
 
Tutkimus tehtiin kymmenen hiiren yhteisnäytteelle. Eläinten huomattava yksilöllinen 
fysiologinen vaihtelu on huomioitava, kun arvioidaan otoskoon vaikutusta tuloksiin. 
Mahdollinen virhelähde tuloksiin on osassa näytteistä näytteen oton yhteydessä tapah-
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 tunut hemolyysi. Myös muut tekniseen toteutukseen liittyvät virhelähteet ovat mahdolli-
sia monivaiheisessa tutkimuksessa, joka toteutettiin vain kerran. 
 
Tutkimuksessa ei mitattu aktiivisten syöttösoluproteaasien pitoisuuksia hiirien plasmas-
sa, joten tuloksia tarkasteltaessa on huomioitava, esiintyikö niitä koejärjestelyssä tai 
voisivatko systeeminen syöttösoluaktivaatio ja anafylaktinen shokki aiheuttaa kolestero-
lin ulosvirtauksen hidastumisen vaahtosoluista muutoin kuin syöttösolujen proteaasien 
aiheuttaman HDL-hiukkasten hajoamisen seurauksena. Tutkimuksessa yhdisteen 48/80 
annostelun jälkeen verinäyte otettiin 11-25 minuutin kuluttua, yhdisteen 48/80 vaiku-
tusajan keskiarvon ollessa 19 minuuttia. Yhdiste 48/80 aktivoi syöttösoluja ja aiheuttaa 
niiden degranulaation ja histamiinin vapautumisen, joiden voimakkuuteen vaikuttaa 
käytetty yhdisteen annos (Thon & Uvnäs 1967). Hiirelle 8 mg/kg vatsaonteloon annos-
teltuna saa aikaan seerumin histamiinipitoisuuden nopean nousun ja fataalin anafylakti-
sen shokin (Kim ym. 2006), jossa verisuonet laajenevat ja niiden läpäisevyys lisääntyy. 
Hiiren verenpaine laskee ja seuraa takykardiaa eli sydämen tiheälyöntisyyttä. Myös hii-
ren ruumiinlämpö laskee (Finkelman 2007). Verisuonten läpäisevyyden lisääntyminen 
anafylaksiassa on hiirillä lähes täysin syöttösolujen histamiinin aiheuttamaa (Hirasawa 
ym. 2002), ja rotilla tehdyssä tutkimuksessa yhdisteen 48/80 aiheuttama kuolema anafy-
laktiseen shokkiin oli estettävissä histamiinin vaikutukset estävillä lääkkeillä (Levrier 
ym. 1995). Syöttösolujen proteoglykaaneihin sitoutuneet proteaasit päätyvät kudoksista 
verenkiertoon histamiinia hitaammin, ja myös eri proteaasien ominaisuudet poikkeavat 
toisistaan. Jotkut syöttösolujen degranulaation seurauksena vapautuneista proteaaseista 
sitoutuvat granulajäännöksien proteoglykaaneihin ja ekstrasellulaarimatriisiin tiukem-
min ja vaikuttavat paikallisemmin, kun taas toiset irtaantuvat granulajäännöksistä (Pej-
ler ym. 2007) ja kulkeutuvat verenkiertoon, jossa ne ovat mitattavissa plasmasta pian 
syöttösoluaktivaation jälkeen (Ghildyal ym. 1996). 
 
Tryptaasien ominaisuuksien tutkimuksessa hiirillä syöttösoluproteaasia 6 (mMCP-6) oli 
havaittavissa kudosten syöttösolujen ympärillä ekstrasellulaarimatriisiin sitoutuneena 
mMCP-7:ää pidempään passiivisen systeemisen anafylaksian jälkeen. Kumpaakaan 
näistä tukikudossyöttösoluperäisistä tryptaaseista ei normaaleilla BALB/c-kannan hiiril-
lä ollut anafylaksiassa mitattavissa plasmasta. Tutkimuksessa mitattiin tryptaasien pitoi-
suuksia plasmassa myös V3-mastosytoottisilla BALB/c-hiirillä. Näillä hiirillä aktiivista 
mMCP-7:ää oli mitattavissa plasmasta jo 15 minuuttia anafylaksian indusoinnin jäl-
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 keen, kun taas mMCP-6:tta ei ilmestynyt plasmaan havaittavasti tai sitä oli mitattavissa 
plasmasta vain hyvin pieniä määriä ja vasta 1-4 tuntia anafylaksian indusointia myö-
hemmin (Ghildyal ym. 1996). 
 
MMCP-1:n ja mMCP-2:n, jotka ovat limakalvosyöttösoluperäisiä β-kymaaseja (Pejler 
ym. 2007), siirtymistä verenkiertoon on tutkittu injektoimalla näitä proteaaseja hiiren 
vatsaonteloon ja mittaamalla niiden esiintymistä seerumissa injektion jälkeen. MMCP-2 
hävisi nopeasti vatsaontelosta ja sen pitoisuuden piikki seerumissa, määrältään yksi pro-
sentti annostellusta proteaasista, ilmestyi seerumiin 15 minuuttia injektion jälkeen. Sen 
sijaan mMCP-1:stä ilmaantui seerumiin 20-25 %. Suurin mMCP-1:n pitoisuus seeru-
missa oli mitattavissa 1-3 tuntia injektion jälkeen, ja vielä vuorokautta myöhemmin see-
rumissa oli jäljellä 8-16 % vatsaonteloon annostellusta proteaasista. Tutkimuksen mu-
kaan mMCP-1:n hitaamman ja määrältään suuremman siirtymisen seerumiin, sekä 
huomattavasti pidemmän puoliintumisajan seerumissa, aiheutti kompleksien muodos-
tuminen plasman inhibiittoreiden, serpiinien, kanssa, mikä myös inaktivoi proteaasin 
palautumattomasti (Pemberton ym. 2006). Tutkimuksessa rotilla syöttösolujen prote-
aasia 2 (rMCP-2), joka on rakenteeltaan mMCP-1:tä muistuttava limakalvosyöttösolu-
peräinen β-kymaasi (Pejler ym. 2007), oli mitattavissa seerumista jo 5 minuutin kuluttua 
syöttösoluaktivaatiosta 146 mg/l. RMCP-2:n pitoisuus kohosi tunnin kestäneen  kokeen 
aikana pitoisuuteen 755 mg/l (King & Miller 1984).  
 
Eri proteaasien esiintyminen aktiivisina seerumissa on siis tutkimuksissa vaihdellut eri 
proteaasien välillä, ja aktiivisuuksiin seerumissa ovat vaikuttaneet proteaasien sitoutu-
minen proteoglykaaneihin ja inhibiittorien tarttuminen niihin. Huomioitavaa on, että 
hiirikantojen välilläkin esiintyy vaihtelua syöttösolujen proteaaseissa (Ge ym. 2001, 
Stevens ym. 1994). Tämän tutkimuksen kannalta ihmisen kymaasia muistuttavina tär-
keiden tukikudossyöttösoluperäisten mMCP-4:n ja mMCP-5:n esiintymisestä seerumis-
sa syöttösoluaktivaation jälkeen ei löydy tutkimustietoa, ja tiedot limakalvosyöttösolu-
jen kymaasien (mMCP-1, mMCP-2) esiintymisestä verenkierrossa saattavat olla huo-
nosti niihin sovellettavissa. MMCP-4:n ja mMCP-5:n positiivinen varaus on voimak-
kaampi kuin mMCP-1:n ja mMCP-2:n (Pejler ym. 2007) ja ne sitoutuvat tiukemmin tu-
kikudossyöttösolujen sisältämiin hepariiniketjuihin, joiden negatiivinen varaus on lima-
kalvosyöttösolujen kondroitiinisulfaatteja voimakkaampi. 
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 Ihmisillä seerumin kohonneita tryptaasi- ja kymaasipitoisuuksia on tutkittu niiden käyt-
tämiseksi anafylaksian post mortem diagnosointikeinona, ja anafylaksiaan kuolleiden 
(esim. antibiootin annostelusta seurannut anafylaksia) seerumin tryptaasi- ja kymaasipi-
toisuuksien välillä on havaittu positiivinen korrelaatio (r=0,826, p=0,011) (Nishio ym. 
2005). Tutkimuksissa anafylaksiaan kuolleiden ihmisten tryptaasi- ja kymaasipitoisuu-
det ovat vaihdelleet huomattavasti yksilöittäin. Tryptaasipitoisuuden keskiarvo on tut-
kimuksissa ollut 157-337 μg/l. Yksilöittäin seerumin tryptaasipitoisuus on vaihdellut 
välillä 8-648 μg/l (Edston ym. 2007, Osawa ym. 2008, Nishio ym. 2005). Verinäytteen 
ottopaikan on havaittu vaikuttaneen määrittettyihin tryptaasipitoisuuksiin, sillä sydä-
mestä otetuista näytteistä on saatu reisilaskimoiden näytteitä suurempia arvoja. Ilmiön 
syytä ei tunneta, mutta syyksi on arveltu keuhkoissa ja sydämessä runsaana esiintynei-
den syöttösolujen tryptaasin kuolemanjälkeistä diffuusiota vereen (Edston ym. 2007). 
Kymaasin seerumipitoisuuden tutkimuksessa anafylaksiaan kuolleilla ihmisillä keskiar-
vo oli 90 μg/l, kun tutkimuksen 104:n verrokin näytteistä vain kahdessa oli kymaasia yli 
määritysrajan 3 μg/l. Näiden kahden vertailuryhmän henkilön kuoleman oli aiheuttanut 
sydäninfarkti, ja kymaasipitoisuuden kohoamisen syyksi arveltiin syöttösolujen osalli-
suutta sydäninfarktissa. Yksilöittäin kymaasipitoisuus vaihteli välillä 3-380 μg/l (Nishio 
ym. 2005). 
 
Tryptaasin kinetiikkaa seerumissa on tutkittu ihmisillä myös lievemmissä, parantuneissa 
anafylaktisissa shokeissa. Systeemisistä anafylaksiaoireista kärsineillä seerumin hista-
miinipitoisuuden piikki oli havaittavissa 5-10 minuuttia allergeenille altistuksen jälkeen, 
ja histamiinipitoisuus palautui normaalitasolle jo 30-40 minuutissa. Sen sijaan tryp-
taasipitoisuuden nousua seerumissa ei ollut havaittavissa vielä 30 minuutin kuluttua al-
tistuksesta, ja tryptaasipitoisuuden ensimmäinen piikki oli havaittavissa noin tunnin ku-
luttua altistuksesta. Tryptaasin puoliintumisaika seerumissa oli 1,5-2 tuntia (Schwartz 
ym. 1989). 
 
Yllä esitettyjen jyrsijä- ja ihmistutkimusten tulosten perusteella on todennäköistä, että 
tehdyssä työssä ainakin osaa hiiren syöttösoluproteaaseista esiintyi verenkierrossa tut-
kimusjakson aikana. Syöttösolujen proteaasien substraattivalikoiman jakaantuminen 
toisistaan eriytyneille syöttösolujen alaryhmille poikkeaa eri eläinlajeissa. Ateroskle-
roottisessa valtimon seinämässä syöttösoluaktivaation seurauksena kaikkia syöttösolu-
jen sisältämiä proteaaseja vapautuu ympäristöön. Tällöin eri proteaasit todennäköisesti 
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 toimivat yhdessä, ja esimerkiksi tetrameerin tryptaasin katalyyttisesti aktiivisen keskuk-
sen vaikutukselle liian suurikokoiset proteiinit voivat pilkkoutua ensin kymaasin vaiku-
tuksesta, jonka jälkeen tryptaasi voi alkaa hajottamaan niitä edelleen (Pejler ym. 2007). 
Koska tämän työn tarkoitus oli selvittää, tapahtuuko in vitro havaittua käänteisen kole-
sterolin kuljetukseen osallistuvien hiukkasten hajoamista myös in vivo, keskeistä on 
syöttösolujen proteaasien toiminnan tarkastelu kokonaisuutena yksittäisten proteaasien 
lisäksi. 
 
6.2 Plasman kolesterolipitoisuus 
 
Syöttösoluaktivoitujen hiirien ja kontrolliryhmän hiirien plasmanäytteiden kolesterolipi-
toisuudet määritettiin lipoproteiinien konsentraatioerojen esiintymisen selvittämiseksi. 
Koska anafylaktisessa shokissa verisuonten läpäisevyys muuttuu, kolesterolia vastaan-
ottavien partikkelien konsentroituminen plasmassa koeryhmän hiirillä kontrollihiiriin 
verrattuna huomioitiin mahdolliseksi kolesterolin ulosvirtauksen eroja aiheuttavaksi te-
kijäksi oletettujen plasman laadullisten muutosten ohella. Syöttösoluaktivoitujen hiirien 
plasmanäytteiden kolesterolin keskiarvo oli 2,3 mmol/l ja kontrollihiirien 2,6 mmol/l, ja 
lipoproteiinien konsentroitumisen aiheuttama kolesterolin vaahtosoluista poistumisen 
ero vaikuttaa epätodennäköiseltä. 
 
Hiirien kolesteroliarvot vaihtelevat huomattavasti yksilöittäin, sekä kannan että fysiolo-
gisten tekijöiden seurauksena, ja arvoja 2,4-6,7 mmol/l pidetään viitearvoina (Suckow 
ym. 2001). Koeryhmän iältään ja kannaltaan samankaltaisten hiirien kolesterolipitoi-
suudet vaihtelivat kuitenkin yllättävän paljon etenkin syöttösoluaktivoiduilla hiirillä 
(n=9, ka=2,6 mmol/l, SD ±0,97 mmol/l), mikä on huomioitava kolesterolimäärityksen 
luotettavuuden arvioinnissa. Uros- ja naarashiirien kesken kolesteroliarvojen keskiha-
jonta oli hieman vähäisempää kuin koko koe- tai kontrolliryhmässä ja oli koeryhmän 
uroksilla ±0,73 mmol/l (n=5, ka=3,2 mmol/l) ja naarailla ±0,64 mmol/l (n=4, ka=1,8 
mmol/l). Useissa tutkimuksissa on hiirien kolesteroliarvon vaihtelu ollut vähäisempää. 
Kannan FI hiirillä (n=22) kolesteroliarvo oli 2,9 mmol/l (SD ±0,1 mmol/l) ja kahdeksan 
tunnin paaston jälkeen 3,2 mmol/l (SD ±0,01 mmol/l) (Aalto-Setälä ym. 1994). Tutki-
muksessa kymmenellä eri hiirikannalla eri kantojen (n=5) kolesteroliarvot vaihtelivat 
välillä 2,4-5.6 mmol/l, mutta kantojen sisällä keskihajonta oli keskimäärin vain ±0,26 
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 mmol/l (0,09-0,69 mmol/l). Huomioitavaa on, että kaikki tutkitut hiiret olivat naaraita 
(Paigen ym. 1985). 
 
Mikäli kolesterolin määritystekniikka ja näytteiden laatu olivat luotettavia, kolestero-
liarvojen vaihtelu merkitsee eroja syöttösoluaktivaation yksilöllisissä vasteissa. Havain-
non tilastollinen todentaminen vaatisi lisätutkimuksia, joissa tutkittavan ryhmän koko 
olisi huomattavasti suurempi kuin tässä tutkimuksessa, jossa ryhmän koko oli 9 hiirtä. 
 
Kolesterolipitoiset lipoproteiinit eivät ole ainoita kolesterolin vastaanottajina toimivia 
hiukkasia hiiren plasmassa, ja myös muiden vastaanottajien kuin lipoproteiinien kon-
sentroitumista plasmassa syöttösoluaktivaation seurauksena pidettiin mahdollisena. 
Koska myös albumiini toimii kolesterolin heikkona vastaanottajana plasmassa (Fielding 
ja Fielding 2001), tutkituista näytteistä määritettiin myös kokonaisproteiinipitoisuudet. 
Valitettavasti osassa näytteissä oli hemolysoitumisen seurauksena punasoluperäistä pro-
teiinia, ja proteiinimäärityksen tulokset jouduttiin tulkitsemaan epävarmoiksi, eikä niitä 
voitu käyttää. 
 
 
7 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Sepelvaltimoiden ateroskleroottisissa muutoksissa on aktivoituneita syöttösoluja 
(Lindstedt ym. 2007), mutta niiden merkityksessä ateroskleroosin patogeneesissä on 
vielä paljon selvittämätöntä. Olemassa olevan tutkimustiedon perusteella on syytä 
epäillä, että syöttösolut kiihdyttävät ateroskleroosin kehittymistä. Syöttösolujen 
proteaasien on todettu hajottavan in vitro käänteisessä kolesterolin kuljetuksessa 
toimivia hiukkasia ja siksi vähentävän kolesterolin virtausta ulos vaahtosoluista (Lee-
Rueckert & Kovanen 2006). Ei kuitenkaan tiedetä, vähentääkö syöttösolujen 
proteaasien aiheuttama HDL-hiukkasten hajoaminen kolesterolin käänteistä kuljetusta 
elimistössä. MMCP-4, mMCP-5 ja ihmisen kymaasi toimivat elimistössä luultavasti 
proteoglykaaneihin sitoutuneina komplekseina, mikä vaikuttaa niiden 
substraattivalikoimaan ja proteolyyttiseen toimintaan (Pejler ym. 2007). Lisäksi 
elimistössä vaikuttavat proteaasien inhibiittorit, ja eri syöttösolujen proteaasien 
yhteistoiminta voi laajentaa eristettyjen proteaasien kykyä hajottaa eri proteiineja. 
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 Tämän tutkimuksen perusteella in vivo syöttösoluaktivaatio hiiressä vähentää hiiren 
plasman kykyä edistää kolesterolin ulosvirtausta vaahtosoluista in vitro, mutta muita 
syitä kuin HDL-hiukkasten proteolyyttistä hajoamista ei voitu toistaiseksi sulkea pois. 
Vielä tehtävät syöttösoluaktivoitujen ja kontrollihiirien plasmojen lisämääritykset 
plasman rakenteellisista muutoksista lipoproteiinien elektroforeesilla ja plasman 
lipoproteiinifraktion proteiinien elektroforeesilla (SDS-PAGE) antavat tarvittuja 
lisätietoja, kun tuloksia päästään vertaamaan tutkimuksissa in vitro havaittuihin 
proteolyyttisiin muutoksiin hiiren plasman HDL-hiukkasissa (Lee ym. 2002). Lisäksi 
kymaasin ja tryptaasin aktiivisuuden määrittäminen plasmasta olisi tarpeellista. 
 
Koska tutkimus tehtiin vain kymmenen hiiren yhteisnäytteelle, vaatisi saatujen tulosten 
todistaminen tutkimuksen toistamisen ja laajentamisen. Mielenkiintoinen mahdollisuus 
syöttösolujen proteaasien vaikutusten tutkimiselle olisi poistaa histamiinin vaikutukset 
koejärjestelyssä. Tämä mahdollistaisi verisuonten permeabiliteetin paremman 
säilymisen ja proteeasien vaikutusajan pidentämisen. Histamiinin vaikutukset on 
mahdollista poistaa histidiini-dekarboksylaasi-entsyymin suhteen poistogeenisiä hiiriä 
(HDC−/− ) käyttämällä tai histamiinireseptorien antagonisteilla. Tätäkin hyödyllisempää 
voisi olla tutkia proteeasien vaikutuksia koejärjestelyssä, jossa koko kolesterolin 
käänteisen kuljetuksen määritys tehtäisiin in vivo tutkimalla kolesterolin siirtymistä 
maksaan ja ulosteisiin vatsaonteloon ruiskutetuista vaahtosoluista. Mallia (Zhang ym. 
2003) on käytetty käänteisen kolesterolin kuljetuksen spesifiin tutkimiseen hiirillä. 
 
Nyt käytetyn tutkimusmallin tulosten soveltamisessa ateroskleroosin patogeneesiin on 
rajoituksensa. Systeemisen syöttösoluaktivaation vaikutusta kolesterolin poistumiseen 
vaahtosoluista tutkittiin vain plasman HDL-hiukkasten proteolyyttisen hajoamisen osal-
ta. Eri proteaasien vapautuminen syöttösolujen aktivaatiopaikalta verenkiertoon vaikut-
tamaan HDL-hiukkasiin vaihtelee niiden erilaisten ominaisuuksien mukaan. Erittäin 
tärkeää tässä suhteessa on se, jääkö proteaasi kiinni syöttösolun granulajäänteen proteo-
glykaaneihin, jolloin proteaasin pääsy verenkiertoon hidastuu merkittävästi. Tässä tut-
kimuksessa todettu syöttösoluproteaasien vaikutus verenkierrossa olevien HDL-
hiukkasten proteolyysiin on enimmäkseen seurausta niiden syöttösoluproteaasien aktii-
visuudesta, jotka ehtivät lyhyen tutkimusajanjakson (keskimäärin 19 minuuttia) aikana 
siirtyä verenkieroon. Ateroskleroosin kannalta on keskeistä valtimon sisäkerroksessa 
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 tapahtuva HDL-hiukkasten paikallinen proteolyysi, eikä tässä työssä käytetty tutkimus-
malli ole optimaalinen paikallisten proteaasien vaikutusten tutkimiselle. 
 
Johtopäätöksiä hiiressä havaituista käänteisen kolesterolin kuljetuksen muutoksista ih-
misen ateroskleroosiin on tehtävä varoen. Hiiri on erittäin resistentti ateroskleroosille. 
Hiiren ja ihmisen lipoproteiiniprofiilit poikkeavat huomattavasti, ja hiiren verenkierros-
sa kiertävästä kolesterolista suurin osa on HDL-hiukkasissa toisin kuin ihmisellä (Jawi-
en ym. 2004), jossa suurin osa kolesterolista on LDL-hiukkasissa. Hiirellä ei myöskään 
ole ihmisen lipoproteiinimetaboliaa merkittävästi säätelevää CETP-entsyymiä. Hiiren 
kolesterolin käänteistä kuljetusta tapahtuu paljon apoE :tä sisältävissä HDL-hiukkasissa, 
kun taas ihmisen apoE:n pitoisuus on pieni, ja sen välittämää kolesterolin käänteistä 
kuljetusta pidetään vähäisenä (Mahley ym. 2006). Lisäksi muut fysiologiset erot, kuten 
hiiren syöttösolujen proteaasien monimuotoisuus ja erilaisuus ihmiseen verrattuna, aset-
tavat haasteita jatkotutkimuksille. 
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